ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE 1 NTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 7 : 
C07K 14/705, 16/28 



Al 



(11) Numero de publication internationale: WO 00/31138 
(43) Date de publication internationale: 2 juin 2000 (02.06.00) 



(21) Numero de la dcmande internationale: PCT/BE99/00149 

(22) Date de de*pot international: 19 novembre 1999 (19. 11. 99) 



(30) Donndcs relatives a la priority 

98008 35 1 9 novembre 1 998 ( 1 9. 1 1 .98) BE 



(71) Deposant (pour tous les Etats disignes saufUS): UNIVERSITE 

LIBRE DE BRUXELLES [BE/BE]; 50, avenue F.D. Roo- 
sevelt, B-1050 Bruxelles (BE). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Ddposants (US seulement): HUEZ, Georges 
[BE/BE]; 19, avenue de I'Armistice, B-1420 
Braine-L'Alleud (BE). MAJJAJ, Samira [MA/BE]; 
1 11, rue de l'lnstruction, B-1070 Bruxelles (BE). KRUYS, 
V6ronique [BE/BE]; 3, avenue Armand Forton, B-1950 
Kraainem (BE). DROOGMANS, Louis [BE/BE]; 452, 
avenue de rExposition, B-1090 Bruxelles (BE). DEBLAN- 
DRE, Gisele [BE/USj; 7204 Eads Avenue, La Jolla, CA 
92037 (US). 

(74) Mandataires: VAN MALDEREN, Eric etc.; Office Van 
Makleren, 6/1, place Reine Fabiola, B-1083 Bruxelles (BE). 



(81) Etats dcsignes: AE, AL, AM, AT. AU, AZ, BA, BB, BG, BR, 
BY, CA, CH, CN, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, EE, ES, FI, 
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, 1L, IN, IS, JP, KE, 
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS f LT, LU, LV, MD, MG, 
MK, MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, 
SG, SI, SK, SL, TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, 
VN, YU, ZA, ZW, brevet ARIPO (GH, GM, KE, LS, MW, 
SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), brevet eurasien (AM, AZ, BY, 
KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet europden (AT, BE, CH, 
CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, SE), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, 
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: MEMBRANE ANTIGENIC STRUCTURE INDUCING STOPPAGE OF PROLIFERATION AND APOPTOSIS OF ACTI- 
VATED T-LYMPHOCYTES 



(54) Titre: STRUCTURE ANTIGEN IQUE MEMBRANAIRE INDUISANT L' ARRET DE LA PROLIFERATION ET L' APOPTOSE DE 
LYMPHOCYTES T ACTIVES 



(57) Abstract 

The invention concerns a membrane antigenic structure characterised in that it is of the glycoprotein type and has a molecular weight 
of 75 KD and it is expressed: in APC cells (Antigen Presenting Cells), in particular in Daudi and Namalwa lymphoblastoid lines and certain 
promyelocytic lines, in particular the HL60 and K562 cells; in the CD 14+ monocytes of peripheral blood in response to an inflammatory 
type treatment; in (CD3+) T-Iymphocytes, in response to treatments by PHA and PMA agents, alone or combined with calcium ionophore; 
in cell subpopulations expressing the B-lymphocyte specific CD20 marker, and in dendritic cells; and its activation induces stoppage of 
proliferation and apoptosis of activated T-lymphocytes. 



(57) Abrege 

La presente invention est relative a une structure antigdnique membranaire caract6ris6e en ce qu'elle est de nature g1ycoprot6ique et 
pr6sente un poids moleculaire de 75 KD, en ce qu'elle est exprimee: dans des cellules APC (Antigen Presenting Cells), en particulier dans 
les ligndes lymphoblastoYdes Daudi et Namalwa et dans certaines ligndes promyelocytaires, en particulier les cellules HL60 et K562, dans 
les monocytes CD 1 4+ de sang peripherique en nSponse a un traitement de type inflammatoire, dans des lymphocytes T (CD3+), en reponse 
a des traitements par les agents PHA et PMA, seul ou en association avec un ionophore de calcium, dans des sous-populations cellulaires 
exprimant le marqueur CD20 specifique des lymphocytes B, et dans les cellules dendritiques, et en ce que son activation induit Tantt de 
la proliferation et Tapoptose de lymphocytes T active's. 
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Ob 2 et de l f invention 

La presente invention est relative a une 
nouvelle structure antigenique membranaire induisant 
1' arret de la proliferation et I'apoptose de lymphocytes T 
15 actives. 

La presente invention est relative egalement 
a tout agoniste ou antagoniste de cette structure 
antigenique membranaire induisant ou inhibant 1" arret de la 
proliferation des cellules sanguines, en particulier des 

20 lymphocytes T actives. 

La presente invention est egalement relative 
a une composition pharmaceut ique comprenant ladite 
structure antigenique, ledit agoniste ou antagoniste et un 
vehicule pharmaceut ique adequat pour la prevention et/ou le 

25 traitement de pathologies liees a une proliferation 
anormale de lymphocytes T actives, ainsi qu ' a une methode 
d' identification (screening) de molecules connues ou non 
connues, agonistes ou antagonistes , de ladite structure 
antigenique membranaire de 1* invention. 

30 

Arriere-plan technologigue a la base de 1 ' invention 

L' homeostasie d'un organisme mul-icellulaire 
est assuree nop seulement par la proliferation et la 
differenciation cellulaires mais egalement par la mort 
35 cellulaire programmes encore appeiee apoptose. L'apoptose 
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est une forme de mort cellulaire qui se distingue de la 
necrose par une condensation du cytoplasme, la formation de 
protuberances au niveau de la membrane plasmique, une 
condensation de la chromatine nucleaire en peripherie du 
noyau et une fragmentation internucleosomique de I'ADN. 

La mort cellulaire par apoptose joue un role 
majeur au cours de la maturation et du controle de la 
proliferation des lymphocytes T. Les precurseurs des 
lymphocytes T CD4+CD8+ originaires de la moelle, migrent 
dans le thymus ou ils subissent une maturation en 
lymphocytes CD4 + ou en lymphocytes CD8+. Enfin, 1 ' apoptose 
joue un role determinant dans la diminution du nombre de 
lymphocytes T specif iques d'un antigene apres une reponse 
immune. Ce mecanisme assure le controle de la reponse 
immune et empeche la persistance dans 1'organisme d'un trop 
grand nombre de lymphocytes T actives (Cohen et al . , 1992, 
Janeway, 1994) . 

II a ete montre que 1 ' elimination des 
lymphocytes T peripheriques actives est en grande partie 
dependante du systeme des couples de ligand/recepteur 
membranaire dont les prototypes sont Fas ligand/Fas et 
TNF-a/recepteur de type I du TNF-a (TNFRI) (Sytwu et al . , 
1996) . Fas et le recepteur de type I du TNF-a font partie 
d'une superfamille de recepteurs qui se caracterisent par 
la presence de motifs riches en cysteine dans leur domaine 
extracellulaire. Au sein de cette famille, certains 
recepteurs contiennent dans leur partie intracellulaire un 
domaine de mort cellulaire (death domain) qui transmet le 
signal d' apoptose. C'est le cas des recepteurs CAR1, TRID, 
DR3 # DR4, DR5 , NGFR, Fas, et TNFRI . D'autres membres de 
cette superfamille peuvent induire 1 ' apoptose sans posseder 
un tel domaine de mort cellulaire. L' expression pleiotrope 
de TNFRI et de Fas ne permet pas d'envisager 1 7 utilisation 
de ces molecules comme cibles d' agents pouvant induire 
selectivement 1' apoptose d'une classe particuliere de 
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cellules du systeme immunitaire . Cependant, une telle 
possibility serait extremement interessante puisqu'elle 
offrirait le moyen de traiter des pathologies liees a la 
proliferation anormale d'un type particulier de cellules. 

Buts de 1 1 invention 

La presente invention vise a fournir un 
nouveau type de structure antigenique membranaire 
comparable aux recepteurs susmentionnes et dont 1 ! induction 
ou 1' inhibition provoque 1' arret de la proliferation et 
I'apoptose des lymphocytes T actives ou favorise la 
proliferation et la survie de lymphocytes T actives. 

La presente invention vise egalement a 
fournir un procede d ' identification d'agonistes ou 
d ! antagonistes de ladite structure antigenique membranaire 
destinee a des applications therapeutiques et/ou 
prophylactiques de different es pathologies, en particulier 
dans la prevention et/ou le traitement de pathologies liees 
a une proliferation anormale de lymphocytes T actives, en 
particulier les myelomes a lymphocytes T, les eosinophilies 
a lymphocytes T, les maladies auto- immunes , les processus 
de re jets de greffe et les leucemies induites par certains 
retrovirus, en particulier par les virus HTLV et HIV. 

Elements caracteristiques de 1' invention 

La presente invention est relative a une 
nouvelle "structure antigenique membranaire" (denommee ci- 
apres 14C1) , en particulier une glycoproteine membranaire 
susceptible d ! etre specif iquement reconnue par un ou 
plusieurs anticorps, cette dite structure presentant un 
poids moleculaire de 75 KD (identifiee par Western blot 
dans des conditions non reductrices telles qu 1 illustrees 
dans la Fig. 1) et est de nature glycoproteique (degradable 
par des proteases, en particulier par la papaine et la 
proteinase K, et part iellement degradable par un inhibiteur 
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de glycosylation tel que la tunikamycine) ; ladite 
"structure antigenique membranaire" etant exprimee 

- dans les cellules APC (Antigen Presenting Cells) , les 
lignees lyrrtphoblastoides Daudi et Namalwa, e~ certaines 
lignees promyelocytaires, en particulier les cellules HL60 
et K562, 

- dans les monocytes CD14 + de sang peripherique en reponse 
a un traitement de type inf lammatoire (notamment induit par 
des lipopolysaccharides (LPS)), 

- dans des lymphocytes T (CD3+) (en particulier en reponse 
a des traitements par les agents PHA et PMA, seul ou en 
association avec un ionophore de calcium) , 

dans des sous-populations cellulaires exprimant le 
marqueur CD20 specif ique des lymphocytes B, et 
5 - dans les cellules dendritiques . 

La structure antigenique membranaire de 
1' invention est egalement identifiable par une 
reconnaissance specif ique au moyen d'un agoniste de cette 
structure antigenique membranaire qui est I'anticorps 
> monoclonal 14C1 dont 1 ' hybridome porte le numero d'acces 
LMBP 16 66CB. 

Les caracteristiques et les profils 
d' expression de ladite structure antigenique membranaire 
dans la lignee cellulaire sont egalement resumes dans le 
tableau 1. 

La structure antigenique de 1 ■ invention est 
egalement caracterisee par sa cinetique d* expression 
illustree dans l'exemple 10, ainsi que par le phenotype des 
lymphocytes T actives exprimant ladite structure 
antigenique membranaire et dont 1' activation (par exemple 
par un agoniste) induit l'arret de la proliferation et 
I'apoptose desdits lymphocytes T actives. 

L»apoptose des cellules est un phenomene 
cellulaire bien connu de mort cellulaire programmee. Ladite 
structure antigenique membranaire de 1» invention peut etre 
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isolee de sa membrane par des techniques bien connues de 
1'homme de metier, ou produite par genie genetique et 
eventuellement deletee de une ou plusieurs de ses portions, 
(en particulier de ses portions hydrophobes necessaires 
pour son integration dans des membranes cellulaires) et 
ensuite utilisee sous une forme suffisamment purifiee 
directement en tant qu' agent act if vaccinal ou en tant 
qu 1 adjuvant de vaccination pour induire une reponse 
immunitaire locale humorale ou cellulaire favorisant 
1' arret de la proliferation et l'apoptose de lymphocytes T 
actives pour des applications pharmaceutiques, en 
particulier celles mentionnees ci-dessous. 

Un autre aspect de la presente invention est 
relatif a un ligand agoniste de ladite structure 
antigenique membranaire susceptible d" induire 1' arret de la 
proliferation et l'apoptose des lymphocytes T actives. 

De preference, cet agoniste est l ! anticorps 
monoclonal 14C1 produit par I'hybridome portant le numero 
d'acces LMBP 1666CB ou un anticorps polyclonal ou 
monoclonal chimerique ou humanise et developpe a partir de 
1' anticorps monoclonal 14C1 ou d'un fragment de cet 
anticorps . 

La presente invention concerne egalement 
I'hybridome produisant ledit anticorps. 

Un autre aspect de la presente invention est 
relatif a un ligand antagoniste d ' une molecule agoniste 
vis-a-vis de ladite structure antigenique membranaire, en 
particulier un anticorps inhibant les phenomenes d' arret de 
proliferation des lymphocytes T et/ou inhibant l'apoptose 
desdits lymphocytes T actives, de maniere a induire une 
activation du systeme immunitaire et a pouvoir etre 
utilises en tant qu' adjuvants de vaccin. 

Ces dits agonistes ou antagonistes peuvent 
etre egalement des anticorps monoclonaux ou polyclonaux ou 
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des fragments d ' ant i corps diriges specif iquement contre 
certains epitopes. 

On entend par fragments d ! anticorps les 
portions hypervariables Fab, Fd, Fv, dAb, Fab 1 , F(ab')2,... 
5 desdits anticorps qui peuvent etre en particulier des 
immunoglobulines de type IgGl . 

Lesdits agonistes ou antagonistes de 
1' invention peuvent etre egalement des cellules, un ou 
plusieurs morceaux de membrane de cellules, tels que des 

10 recepteurs cellulaires susceptibles d'induire ou d'inhiber 
les mecanismes susmentionnes . 

Un autre aspect de la presente invention 
concerne des anti-agonistes ou des anti-antagonistes, tels 
que des anticorps anti-idiotypiques ou des fragments 

15 d 1 anticorps anti-idiotypiques susceptibles d'etre 
incorpores dans des dispositifs de diagnostic ou de suivi 
des pathologies susment ionnees pour caracteriser et 
quantifier I'effet d'une eventuelle immuno- therapie basee 
sur 1 'utilisation des agonistes ou antagonistes de 

20 1' invention. 

Un tel dispositif de diagnostic ou du suivi 
comprend les differents elements (eventuellement marques) 
de 1' invention, en particulier ladite structure antigenique 
membranaire de 1' invention (eventuellement sous forme d'une 

25 cellule entiere ou sous forme de fragments membranaires de 
cette cellule incorporant ladite structure membranaire de 
1* invention) presente en solution ou fixee sur un support 
solide, les agonistes ou antagonistes de 1' invention ainsi 
que differents moyens et milieux destines a quantifier et 

30 qualifier la reaction entre lesdits agonistes ou 
antagonistes et la structure antigenique membranaire de 
1 1 invention . 

Un autre aspect de la presente invention 
concerne une composition pharmaceutique comprenant un 
35 vehicule ou diluant pharmaceutique adequat, ladite 
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structure antigenique membranaire de 1' invention, un 
agoniste ou un antagoniste de ladite structure antigenique 
membranaire, en particulier une composition pharmaceutique 
destinee au traitement et/ou a la prevention de pathologies 
5 liees a une proliferation anormale de lymphocytes T 
actives, en particulier les myelomes a lymphocytes T, les 
eosinophilies a lymphocytes T, les maladies auto-immunes, 
en particulier les pathologies choisies parmi le groupe 
constitue par les infections liees au SLE (Systemic Lupus 

10 Erythematosus disease) , le syndrome Gougerot- Sjogren (ou 
pathologie Sjogren), la polyarthrite rhumatoide, ainsi que 
les pathologies du type sarcoidosis et 1 ' osteopenie, la 
spondylarthrite, le scleroderma, la sclerose en plaques, la 
sclerose amyotrophique laterale, 1 1 hyperthyroidisme , la 

15 maladie d'Addison, 1'anemie auto-immune hemolytique, la 
maladie de Crohn, le syndrome de Goddpasture, la maladie de 
Graves, la thyroidie de Hashimoto, 1' idiopathic purpura 
haemorrhagica, les diabetes insulino-dependants , la 
myasthenie, le pemphigus vulgaris, 1'anemie pernicieuse, le 

20 poststreptococcal glomerulonephritis, le psoriasis et la 
sterilite spontanee, les processus de re jet de greffe 
(cellules, tissus ou organes de type hote vs/greffe et 
greffe vs/hote) et les leucemies induites par certains 
retrovirus, en particulier les virus HTLV et HIV. 

25 Dans la composition pharmaceutique de 

1' invention, le vehicule ou diluant pharmaceutique adequat 
peut etre tout support, solide, liquide, . . . non toxique 
adapte pour etre administre (in vivo ou ex vivo) au patient 
(y compris l'humain) selon la voie d ' administration 

30 choisie, qu'elle soit de type orale, intraveineuse , intra- 
peritoneal, intradermique, etc. 

Les vehicules pharmaceutiques adequats de 
1' invention sont des vehicules ou adjuvants communs , bien 
connus de l'homme du metier, qui peuvent egalement 

35 comporter des elements immunostimulateurs ou 
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immunoinhibiteurs susceptibles d'induire ou de supprimer 
une reponse immunitaire de type locale, cellulaire ou 
humorale, de maniere a ameliorer les proprieties de la 
composition pharmaceutique de 1' invention. Le pourcentage 
5 de produit actif (structure antigenique membranaire, 
agoniste, antagoniste/vehicule pharmaceutique) peut varier 
selon des tres larges gammes, limitees uniquement par la 
tolerance et par le niveau d 1 acceptation de la composition 
pharmaceutique selon 1* invention par le patient. Les 

10 limites sont en particulier determinees par la frequence 
d 'administration et les eventuels effets secondaires. 

Un autre aspect de 1' invention concerne 
1 ' utilisation de la composition pharmaceutique selon 
1' invention pour la preparation d'un medicament destine a 

15 la prevention et/ou au traitement des pathologies 
susmentionnees, en particulier des pathologies impliquant 
la proliferation anormale de lymphocytes T. Ces pathologies 
ou maladies sont en particulier choisies parmi le groupe 
constitue par les myelomes a lymphocytes T, les 

20 eosinophilies a lymphocytes T, les maladies auto- immune s 
liees a l'apoptose, les processus de rejets de greffe et 
les leucemies induites par certains retrovirus, en 
particulier par les virus HTLV-I ou HIV. 

La presente invention concerne egalement un 

2 5 procede de traitement therapeutique ou prophylactique d'un 
animal, y compris l'humain, comportant 1 1 administration de 
la composition pharmaceutique selon 1 1 invention audit 
animal (y compris humain) . 

Un dernier aspect de la presente invention 

30 concerne un procede d ' identification (de screening) de 
molecules agonistes ou antagonistes de ladite structure 
antigenique membranaire de 1' invention comprenant la mise 
en contact de ladite molecule susceptible d'etre un 
agoniste ou un antagoniste avec ladite structure 

35 antigenique membranaire de 1' invention, 1 ' identification du 
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mecanisme biochimique induit par cette mise en contact (en 
particulier de la modification du phenotype d'un lymphocyte 
T active et comprenant cette structure antigenique 
membranaire), et 1 ' identification de ladite molecule en 
5 tant qu'agoniste ou antagoniste en fonction du mecanisme 
biochimique provoque par ladite mise en contact. 

Un dernier aspect de la presente invention 
concerne les molecules agonistes ou antagonist es 
identifiees par le procede (de screening) de 1' invention. 
10 La prdsente invention sera decrite en detail 

dans les exemples non limitatifs repris ci~dessous. 

Breve description de la figure 

La figure 1 represente l 1 expression de l'antigene de 
15 1' invention detecte par Western Blot dans des 

conditions non reductrices a partir d'un 
extrait de cellule HL-60 traitee au PMA. 

Description detaillee de 1 1 invention 

20 L'objet de 1 1 invention est base sur la 

decouverte d'un ant i corps monoclonal, denomme ci-apres 
"anticorps 14C1", qui, par interaction avec une proteine 
membranaire, est capable d'induire selectivement 1' arret de 
la proliferation et l'apoptose de lymphocytes T actives. 

25 L'antigene membranaire reconnu par cet 

anticorps monoclonal est de nature glycoproteique et est 
exprime par un nombre restreint de types cellulaires tels 
que les lymphocytes B, les cellules dendritiques, les 
monocytes traites au LPS et les lymphocytes T actives soit 

30 par des agents tels que le PMA et la PHA soit au cours 
d'une reaction lymphocytaire mixte. Le profil d' expression 
de l'antigene 14C1 indique qu'il ne correspond a aucun 
recepteur membranaire induisant l'apoptose deja connu. Du 
fait de sa specif icite d' action, cet anticorps est un outil 

35 potentiellement tres interessant dans le traitement de 
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pathologies impliquant la proliferation anormale de 
lymphocytes T. 

La version humanisee de cet anticorps 14C1 
peut etre obtenue selon les protocoles d' immunotherapies 
pour ces pathologies comme l'est par exemple 1' anticorps 
humanise dirige contre la sous-unite a du recepteur de 
l'IL-2 dans le traitement des leucemies induites par le 
virus HTLV-I (Waldmann et al . 1993). 

L' anticorps monoclonal 14C1 est issu de la 
fusion entre des splenocytes de souris immunisees avec des 
cellules Daudi traitees a l'lFN-ct et des cellules de 
myelome Sp2/0 (voir procedures experimentales) . Cet 
anticorps est une immunoglobuline de type IgGl . II a ete 
utilise pour determiner le spectre d' expression de 
l'antigene correspondant . 

EXEMPLES 

Procedures experimentales 

Lignees cellulaires et traitement par les interferons 

Les cellules Daudi, Raji et Namalwa sont des lignees 
cellulaires humaines lymphoblastoides de type B (Lymphome 
de Burkitt) . La lignee DIF8 est une lignee resistante aux 
effets des IFNs, derivant de la lignee Daudi (Dron et al . , 
1983) '. Les lignees Jurkat, H9 et CEM sont des lignees 
lymphoblastoides T humaines. Les cellules K562 derivent 
d'un myelome de leucemie chronique . Les cellules HL-60 sont 
de type promyelocytique . Les cellules U937 sont des 
cellules humaines de type monocytaire. Toutes ces lignees 
cellulaires sont cultivees en suspension a 37 °C, dans une 
atmosphere humidifiee contenant 5% de C0 2 , dans du milieu 
RPMI-164 0 (Gibco) complements avec 10% de FCS (Myoclone, 
Gibco) , 10 mM Hepes pH 7,4, 1 mM de Na pyruvate, 50 u/rnl de 
penicilline, 50 mg/ml de streptomycine, 1% d'acides amines 
non essentiels. 
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La lignee cellulaire HeLa derive d'un 
carcinome du col uterin humain, est cultivee a 37 °C dans 
un atmosphere humidifie contenant 5% de CCH . Ces cellules 
sont cultivees dans du milieu DMEM supplements avec 10% de 
FCS, 2 mM de L-glutamine, 50 u/ml de penicilline et 
50 mg/ml de streptomycine . Les traitements aux IFNs sont 
effectues avec de l'IFN-a2 et de l'IFN-y humains 
recombinants (provenant de la firme Boehringer Ingelheim) a 
une dose de 1000 unites/ml pendant 2 4 heures. 

La dif f erenciation des cellules HL-60 en 
macrophages est effectuee en incubant ces cellules a une 
densite de 2.10 5 cellules/ml en presence de 3,3.10~ 8 M de 
PMA (Phorbol myristate acetate, Sigma) pendant 48 heures, 

ou en presence de 5.10" 7 M de 1 , 25- dihydroxyvit amine D3 
(VitD3) pendant 4 jours. Le cas echeant, ces cellules 
dif f erenciees sont lavees 3 fois avec du PBS et sont 
remises en culture pour 24 heures en presence de 1000 u/ml 
d' IFN-ct. 

Preparation des thymocytes: Les cellules en suspension 
sont obtenues a partir de fragments de thymus normal 
provenant d'un adulte feminin au cours d'une intervention 
chirurgicale cardiaque . 

Production d'anticorps monoclonaux diriges contre des 
protSines membranaires induites par 1 9 interferon- a 

Des souris Balb/c ont ete immunisees par 
injection intraperitoneale de cellules Daudi traitees a 
l'IFN-a selon le protocole decrit dans un travail precedent 
(Deblandre et al., 1995). Toutefois, la methode a ete adaptee 
de maniere a diminuer la proportion d^ybridomes secretant 
des anticorps -diriges contre des proteines membranaires 
constitutives des cellules Daudi. Ainsi, avant d'immuniser 
les souris avec des cellules Daudi traitees a l f IFN-a, elles 
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ont ete soumises a une procedure d ' immunosuppression . 
Celle-ci a consiste en injections repetees de cellules Daudi 
non traitees immediatement suivies d' injections de 
cyclophosphamide. Cette drogue tue selectivement les cellules 
5 qui se divisent et a ete utilisee dans le but d'eliminer les 
lymphocytes B capables de reconnaitre des epitopes 
constitutifs des cellules Daudi. 

Les surnageants d' hybridomes obtenus one ete 
cribles sur base de leur capacite a reagir dif f erent iellement 

10 avec des cellules Daudi traitees ou non a l'IFN-a. Ce 
criblage a ete realise par immunofluorescence indirecte et 
analyse par cytometrie de flux. Les hybridomes posit if s ont 
ete clones par des dilutions limites successives en presence 
de 100 U/ml d'IL-6 recombinante murine pour maintenir la 

15 secretion des immunoglobulines . Cette procedure a permis 
d'isoler 5 hybridomes produisant des anticorps monocionaux 
diriges contre des proteines inductibles par l ! IFN-a a la 
surface des cellules Daudi. 

20 Preparation de populations de cellules a partir de sang 
periph eri qu e 

Preparation de cellules mononuclees 

Les cellules mononuclees du sang peripherique 
(PBMCs) sont preparees de la maniere suivante. Le sang 

25 veineux de donneurs sains est centrifuge sur une lymphoprep 
(Nycomed) pendant 30 minutes a 2000 rpm. L' interface 
contenant les PBMCs est reprise et lavee 3 fois avec du 
PBS. Apres le premier lavage, les cellules sont 
centrifugees a une vitesse de 2000 rpm pendant 10 min, et 

30 lors des deux derniers lavages, elles sont centrifugees a 
une vitesse de 1500 rpm pendant 15 min. Les PBMCs sont 
ensuite etalees sur une boite en plastique pendant 2 heures 

a 3 7 °C. Les cellules non adherentes sont principalement 
composees de lymphocytes B et T, alors que les cellules 
35 adherentes sont essentiellement composees de monocytes. 



WO 00/31138 



PCT/BE99/00149 



Preparation de cellules dendritiques (DCs) 

Des PBMCs sont etalees dans des puits de 

plaques a 6 puits a une densite de 2.10 7 cellules/puits 
dans 3 ml de milieu RPMI-1640 complet contenant 50 jjlM de 
5 mercaptoethanol . Apres une incubation de 2 heures, les 
cellules non adherentes sont eliminees et les cellules 
adherentes sont lavees 4 fois avec du milieu de culture et 
remises en culture dans 3 ml de milieu contenant 800u/ml de 
GM-CSF (R&D system) et 1000 u/ml d'IL-4 humains 

10 recombinants (Genzyme) . Tous les deux jours, 300 jxl de 
milieu sont preleves et remplaces par le meme volume de 
milieu frais contenant 2400 U de GM-CSF et 1500 U IL-4. 
Apres 7 jours de traitement, la culture est essentiellement 
composee de cellules dendritiques telle que le demontre 

15 1' analyse par cytometrie de flux des cellules non 
adherentes. La fraction enrichie en DC contient moins de 
10% de cellules d'un autre type (cellules B J et NK) . 

Maturation des DCs 

20 La maturation des DCs a ete realisee selon la 

voie de CD4 0 ou par une stimulation au LPS de E. coli 
(Sigma) ou par le TNF-a (PeproTech EC, USA) . 

Des cellules 3T6 transfectees avec le gene 
codant pour CD4 0L (Graf et al., Eur. J. Immunol. 1992) ont 

25 ete utilisees comme source de CD40L pour induire les DCs 
par leur recepteur CD40. Les cellules 3T6 non transfectees 
ont ete utilisees comme controle negatif. Les cellules 3T6 

(5.10 4 ) ont ete cultivees en presence de 2.10 5 DCs dans un 
puits d'une plaque a 24 puits dans 1 ml de milieu de 
30 culture. Apres 3 jours de culture, les cellules sont 
analysees pour 1* expression d ! antigenes de surface. 

2.10 5 DCs sont cultivees dans un puits de 
plaque a 24 puits dans 1 ml de milieu en presence ou non de 
LPS (10 ng/ml) ou de TNF-a (10 ng/ml) . Apres 3 jours de 
35 culture, la production d'IL-12 est mesuree dans les 
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surnageants par ELISA et 1' expression des molecules a la 
surface des cellules est analysee par cytometrie de flux. 

Dans le cas de la maturation des DCs en 
presence de 1'anticorps 14C1, 2.10 5 DCs sont incubees en 
5 presence de 20 /ig/ml d'anticorps 14C1 ou d'une IgGl 
controle dans 1 ml de milieu de culture dans un puits d'une 
plaque a 24 puits. Dans certaines experiences, on a mesure 
l'effet de 1'anticorps 14C1 sur les DCs en presence de LPS 
ou de CD4 0L. 

Pour le dosage de l'IL-12, on a utilise le 
Kit ELISA fourni par Biosource Europe qui detecte aussi 
bien la forme heterodimerique (p70) que la forme 
homodimerique (p40-p40) . 

Analyse par cytometrie de flux 

L' expression de proteines membranaires peut 
etre mesuree par immunofluorescence indirecte et analyse 
par cytometrie de flux. 2.10 5 cellules sont lavees 3 fois 
avec du PBS. Ensuite, elles sont incubees sur glace dans 
50 fil de PBS contenant 0,5% BSA, 0,01% NaN 3 , en presence 
d'un exces d'anticorps, pendant 30 min. Les cellules sont 
ensuite lavees avec du PBS et incubees pour une seconde 
periode de 30 min en presence de 100 y.1 de GAMIg-FITC (Goat 
anti-mouse Ig conjugue a la f luoresceine) a une 
concentration de 10 mg/ml (Sigma) . Dans chaque experience, 
un anticorps controle negatif est substitue aux anticorps 
d'interet pour mesurer le niveau basal de la fluorescence 
des cellules. 

Dans les doubles colorations, la premiere 
coloration suit les memes etapes comme decrit plus haut, et 
est suivie d'une seconde coloration par des anticorps 
conjugues a la phycoerythrine (PE) . 

Les anticorps utilises au cours de cette 
etude sont les suivants. Anti-leu6 (CDla) , antiLeu-4 (CD3) 
conjugues a la FITC, anti Leu-lla (CD16) , anti Leu-12 
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(CD19)-PE IgGl, anti Leu-M3 (CD14) -PE IgG2b / anti Leu-4 
(CD3)-PE / anti-Leu 15 (CDllb) -PE, anti BB-1/B7 (CD80) -PE, 
et HB-7 (CD38) IgGl. Tous ces anticorps ont ete achetes a 
la firme Becton Dickinson. Les anticorps Anti-B7-2-PE 
(CD86) , anti-CD40-FITC. et anti-CD83 ont ete respectivement 
obtenus chez PharMingen et Biosource international. Les 
isotypes controles ont ete obtenus chez Sigma. L' anticorps 
anti-HLA-DR a ete obtenu a partir d'un hybridome provenant 
de la mime fusion qui a genere 1' anticorps 14C1 decrit 
ci-dessus . 

Traitement de cellules par des proteases ou de la 
tunikamicyne 

La sensibilite de l'antigene 14C1 aux 
proteases a ete testee par incubation des cellules HL-60 
induites au PMA dans du PBS contenant 100/zg/ml de 

proteinase K ou de Papaine (Sigma) pendant 1 heure a 3 7 °C. 
Ensuite, les cellules sont lavees au PBS et incubees en 
presence d'anticorps 14C1 et puis d'un GAM-FITC. Les 
cellules sont alors mises en presence d' iodure de 
propidium, et seules les cellules vivantes sont analysees 
par cytometrie de flux pour l'expression de l'antigene 
14C1. La meme procedure experimentale a ete utilisee pour 
determiner si l'antigene 14C1 est glycosyle, sauf que les 
cellules ont ete traitees par de la tunikamicyne (10 fig/ml) 
pendant 40 heures avant d'etre analysees par cytometrie de 
flux avec 1' anticorps 14C1. 

Purification de lymphocytes T a partir de PBMCs 

Sur le culot de 15. 10 6 PBMCs, on ajoute 
800 jil de lymphokwik (R&D system) , et la preparation est 
Incubee a 3 7 °C avec une legere agitation. Apres 3 0 
minutes, les cellules sont lavees deux fois avec du milieu 
complet pour se * debarrasser des cellules lysees. Le reste 
(1/3 des cellules engagees) des cellules est 
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essentiellement compose de lymphocytes, ce qui est confirme 
par analyse cytometrique . 

L' activation des lymphocytes T a ete 
effectuee en les incubant a 10 6 cellules/ml en presence des 
5 activateurs suivants: PMA : 10 ng/ml, PHA : 10 //g/ml, 
A12387 : 100 ng/ml (Sigma) . 

Reaction lymphocytaire mixte (MLR) 

2.10 5 lymphocytes T purifies sont cultives 
10 avec 2.10 4 DCs irradiees (3000 rad) en presence ou non de 
l'anticorps 14C1 a une concentration de 20jzg/ml dans des 
puits de plaques a 96 puits. Les experiences sont toutes 
realisees en triplicate. Apres 5 jours de culture a 37 °C, 
la proliferation cellulaire est mesuree par incorporation 

15 de [ 3 H] thymidine (0,5 /x Ci/puits pendant les 16 dernieres 
heures) . Les surnageants de culture sont preleves et les 
concentrations en IL-2 et IFN-y sont mesurees en utilisant 
les Kits provenant de Medgenix (Fleurus, Belgique) et 
Chromogenix (Molndal, Suede) . 

20 

Effet de 1' anticorps 14C1 sur 1' expression de proteines 
membran a i res 

Les cellules Jurkat sont traitees au PMA a 
une concentration de 10 ng/ml en presence ou non de 
25 l'anticorps 14C1 a une dose de 20 ^xg/ml . Apres une nuit 
d' incubation, les cellules sont lavees et analysees pour 
I 1 expression du recepteur de l'IL-2 (CD25) et de la 
molecule d' activation CD69. Les 2 anticorps reconnaissant 
ces proteines sont fournis par Becton Dickinson. 

30 

Mesure de la proliferation des lymphocytes T 

Les lymphocytes T purifies et les lignees 
cellulaires Jurkat et CEM sont actives ou non par du PMA et 
mis en culture des le debut de 1' experience en presence 
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d'une concentration de 20 /ig/ml d'anticorps 14C1 ou d'une 
meme quantite d'IgGI controle pendant 72 heures a 37 °C. La 
proliferation cellulaire est mesuree par la capacite des 

cellules a incorporer la [ 3 H] thymidine ajoutee pendant les 
5 16 dernieres heures d' incubation . Ces experiences sont 
realisees en triplicate. 

Afesure de 1' apoptose 

Les cellules Jurkat traitees ou non au PMA 
10 sont incubees en presence ou non d'anticorps 14C1 
(20 /ig/ml) pendant 48 heures ou en presence d'anticorps 
anti-Fas (100 ng/ml, Pharmingen) pendant 5 heures. Le 
profil de granulosity et la capacite de fixation de 
l'anexine par les cellules sont analyses. La phosphatidyl 
15 serine est reconnue specif iquement par l'anexine. Ensuite, 
les cellules sont lavees et colorees en ajoutant 10 pi 
d'anexine couplee au FITC et 10 y.1 d'iodure de propidium 
(Kit R&D system) . Le melange est incube 30 min a 1 heure et 
les cellules colorees sont analysees par FACS (Becton 
20 Dickinson) .. 

Exemple 1 : Profil d' expression de l'antigene 14C1 

Les types cellulaires capables d'exprimer 
l'antigene reconnu par l'anticorps 14C1 ont ete determines 

25 par cytometrie de flux. Cet antigene est exprime a la 
surface de lignees cellulaires telles que les cellules 
Daudi, Namalwa, HL60 et K562 alors qu'il n'est pas detecte 
sur les cellules epitheliales (HeLa) ou lymphocyt aires T 
(CEM, Jurkat et H9) testees. Son inductibilite par les IFNs 

3 0 semble etre specif ique a la lignee lymphocytaire Daudi pour 
laquelle on a observe une induction claire en reponse a 
l'IFN-a. 

Vu' la faible expression de l'antigene 14C1 
sur les cellules HL-60, son taux d' expression a ete 
35 determine apres dif f erenciation de ces cellules par un 
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traitement au PMA ou a la vitamine D3 . En effet, les 
cellules de la lignee promyelocytique HL-60 peuvent se 
differencier en macrophages en reponse a un traitement: par 
le PMA (phorbol-12 myristate-13) acetate et par la 1,2 
dihydroxyvitamine D3 (VitD3) . Les cellules dif f erenciees 
changent de morphologie et de phenotype. Elles deviennent 
adherentes au plastique et augmentent 1' expression de 
molecules d' adhesion telles que les proteines de la famille 
des integrines CDlla (LFA-1) et CDllb (MAC-1) (Pedrinaci et 
al., 1989, Back et al., 1992). D'un point de vue 
fonctionnel, ces cellules dif f erenciees acquierent la 
capacite de phagocytose. De plus, apres activation par 
1'IFN-y, elles acquierent le potentiel de transmettre un 
signal co-stimulateur aux lymphocytes T (Shinbori et al . , 
1992) . L' addition de PMA ou de vitamine D3 a une culture de 
cellules HL-60 induit la surexpression de l'antigene 14C1 
apres 4 8h de traitement. De plus, un traitement 
supplementaire de ces cellules HL60 dif f erenciees par les 
IFNs a ou y augmente encore legerement le nombre de 
molecules d'antigene 14C1 a la surface des cellules. La 
dif ferenciation des cellules HL60 en macrophages est 
verifiee par la mesure de la surexpression du marqueur 
myeloide CDllb (Murao et al . , 1994). 

Exemple 2 : Nature chimique de l^antigene 14C1 

Dans le but de determiner si l'antigene 14C1 
est de nature proteique, des experiences ont ete realisees 
dans lesquelles des cellules HL-60 dif f erenciees par le PMA 
ont ete traitees par deux proteases, la papaine et la 
proteinase K. Apres ces traitements proteolytiques, le taux 
d'antigene 14C1 a la surface des cellules a ete mesure par 
cytometrie de flux. Le traitement des cellules a la papaine 
ou a la proteinase K abolit la reconnaissance de l'antigene 
par 1'anticorps 14C1. De meme, un traitement des cellules 
par la tunikamicyne, un inhibiteur de glycosylation, reduit 
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partiellement la reconnaissance de 1'antigene 14C1 par 
1 ' anticorps . 

Exemple 3 : Profil d' expression de 1'antigene 14C1 par les 
cellules du sang peripherique 

Comme 1'antigene 14C1 n'est exprime que par 
un nombre restreint de types cellulaires, les populations 
cellulaires du sang peripherique exprimant 1'antigene 14C1 
ont ete determinees. Le sang peripherique est centrifuge 
sur une lymphoprep pour separer les cellules mononuclees 
(PBMC) , des globules rouges. Ces PBMC sont formees 
essentiellement de lymphocytes B, T et monocytes. Les 
differentes populations de leucocytes circulants sont 
caracterisees par 1' expression de marqueurs membranaires 
specif iques. Par double coloration des cellules avec un de 
ces marqueurs specif iques et 1' anticorps 14C1, il est 
possible de mesurer 1' expression de 1'antigene 14C1 dans 
les differentes populations cellulaires du sang 
peripherique par cytometrie de flux. Ainsi, la sous- 
population exprimant le marqueur CD20 specifique des 
lymphocytes B, exprime 1'antigene 14C1 . Le taux 
d' expression de 1'antigene 14C1 par les lymphocytes B est 
du meme ordre de grandeur que celui trouve dans les 
cellules Daudi . Cependant, un traitement des lymphocytes B 
par l'IFN-a ou l'IFN-y n'augmente pas 1' expression de 
1'antigene 14C1. 

Les autres sous -populations de sang 
peripherique, les lymphocytes T (CD3+) et les monocytes 
(CD14+) n'expriment pas 1'antigene 14C1 a un taux 
detectable par cytometrie de flux. De meme, un traitement 
par les IFNs ne semble pas augmenter 1' expression de 
1'antigene. Par ailleurs, aucune augmentation du taux 
d'expression de 1'antigene 14C1 n'a ete observee suite a 
1' activation des cellules B par l'IL-4, le PMA ou le SAC, 
alors qu'une induction de 1' expression de FceRIl/CD23 a 
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bien ete observee, conf ormement aux donnees de la 
litterature (Def ranee et al . , 1987, Clark et al . , 1989, Law 
et al. , 1990) . 

Le traitement des monocytes (CD14+) de sang 
peripherique par des lipopolysaccharides (LPS) pendant 4 8 
heures induit 1' expression de l'antigene 14C1. De meme, 
1' expression de l'antigene 14C1 est induite dans les 
lymphocytes T (CD3+) en reponse a des trait ements par 
differents agents comme la PHA, le PMA, seul ou en 
association avec un ionophore du calcium. 

Exemple 4 : Expression de l'antigene 14C1 par les cellules 
dendritiques 

Comme decrit plus haut, l'antigene 14C1 est 
exprime par les lymphocytes B, les macrophages actives par 
un traitement au LPS , et les lymphocytes T actives. Ces 
cellules possedent la caracterist ique commune d'etre des 
cellules presentatrices d'antigene (cellules accessoires) . 
Les cellules dendritiques sont egalement specialisees dans 
cette fonction de presentation d'antigene. A partir de 
cellules adherentes provenant du sang peripherique, 
incubees en presence des cytokines IL-4 et GM-CSF pendant 7 
jours, on a differencie des cellules dendritiques (Romani 
et al. 1994) qui constituent une population 
morphologiquement homogene. De plus, ces cellules sont 
toutes dans le meme etat de maturation (Romani and Steiman 
1994, Salusto and Lanzavecchia 1994). 

Les cellules dendritiques (ou DCs) expriment 
a forte densite les molecules du CMH de classes I et II et 
sont caracterisees par 1' expression de molecules 
co-stimulatrices telles que B7-1 et B7-2. Leur fonction 
majeure est la capacite de stimuler les lymphocytes T par 
presentation d'antigene, etudiee par des experiences dans 
lesquelles la prolif eration de lymphocytes T est mesuree 
suite a leur incubation en presence de DCs prealablement 
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irradiees. Ce type d' experience est appele une MLR pour 
"Mixed Lymphocyte Reaction". 

Des DCs generees selon le protocole decrit 
par Romani et al . ont un profil phenotypique correspond a 
celui des cellules dendritiques (a savoir 1' expression des 
molecules du CMH de type HLA-DR ainsi que des proteines co- 
stimulatrices B7-1, B7-2 et CDla) et une identification de 
la proteine MHC cll-like. 

Les cellules dendritiques generees selon 
cette methode constituent une population de cellules 
dendritiques immatures, qui ont la fonction de presenter 
des antigenes plutot que de stimuler la proliferation des 
lymphocytes T. Leur maturation peut etre induite en les 
incubant en presence de LPS, de TNF-oc ou de CD40L (Sallusto 
and Lanzavecchia 1995) . En reponse a ces stimuli, les 
cellules surexpriment les molecules co-stimulatrices 
necessaires a 1' activation des lymphocytes T (Sallusto et 
al., 1995, Caux et al . 1994). 

L'antigene 14C1 est exprime par ces cellules 

dendritiques . 

L' expression de l'antigene 14C1 en presence 
de TNF-a ou de LPS pendant 24 heures ne semble pas etre 
modifiee suite a ces traitements, alors qu'ils induisent la 
surexpression des molecules B7-1 et HLA-DR et reduisent 
celle de la proteine MHC cll-like CDla (Sallusto et 
Lanzavecchia, 1995) . 

L' interaction des DCs exprimant la proteine 
CD4 0, membre de la famille du recepteur du TNF, avec des 
cellules T exprimant le ligand de CD4 0 (CD4 0L) permet 
egalement la maturation des DCs (Caux et al . 1994). La 
culture de DCs en presence de cellules 3T6 exprimant le 
ligand de CD4 0 permet d'activer les DCs par la voie CD4 0. 
Dans les experiences, des DCs generees selon le protocole 
de Romani (1994), ont ete cultivees en presence de cellules 
f ibroblastiques exprimant ou non le CD40L. Ces populations 
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de DCs ont ensuite ete testees pour mesurer leur difference 
phenotypique pour les marqueur CDla, B7-1, HLA-DR et 
l'antigene 14C1 . 

La maturation des DCs par la voie CD4 0 ne 
5 semble pas moduler le nombre de molecules d'antigene 14C1 a 
la surface des cellules dendritiques . Alors que les 
molecules HLA-DR et B7 sont surexprimees , le marqueur CDla 
semble etre sous-exprime apres la maturation des cellules, 
comme rapporte auparavant dans la litterature (Caux et al . 
10 1994, Sallusto et Lanzavecchia, 1995). 

Comme l'antigene 14C1 presente une similitude 
dans son profil d' expression avec les molecules de la 
famille CD1 (CDla, CDlb, CDlc) (Calabri et al . , 1991, Small 
et al., 1987) et comme les molecules CD1 sont exprimees sur 
15 les thymocytes (Martin et al., 1987), 1'expression de ces 
molecules a ete comparee a celle de l'antigene 14C1 sur des 
thymocytes doublement positifs CD4+/CD8+. Contrairement aux 
molecules CD1, l'antigene 14C1 n'est pas exprime dans les 
thymocytes . 

20 

Exemple 5 : E ffet de l'anticorps 14C1 dans une reaction 
allogenique mixte 

La reaction lymphocytaire mixte (MLR) est 
unilaterale au sens ou l'une des deux populations (la 

25 population stimulante) est inactivee par irradiation. La 
MLR se distingue des reactions antigeniques classiques par 
le fait que ce sont des molecules du CMH de classe I et II 
exprimees a la surface des cellules stimulatrices qui 
jouent le role d'antigenes. D'une certaine maniere, les 

30 molecules du CMH allogenique mimeraient la presentation 
d'un motif antig<§nique dans un contexte de CMH autologue. 

Des populations de lymphocytes T purifiees 
ont done ete mises en presence de cellules dendritiques 
irradiees, stimulatrices de la reaction allogenique, en 

35 presence ou non de l'anticorps 14C1. La proliferation des 
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lymphocytes T resultant de cette activation allogenique a 
ete evaluee par incorporation de thymidine traitee pendant 
les 15 dernieres heures de culture. Ces experiences 
montrent que l'anticorps 14C1 bloque dans une large mesure 
(jusqu'a 56%) la stimulation de la proliferation des 
lymphocytes T par les cellules dendritiques . 

Ces resultats suggerent que l'anticorps 14C1 
interf ererait dans la mise en place du signal d' activation 
des lymphocytes T. 

Exemple 6 : Action de l'anticorps 14C1 sur les cellules 
lymphoblastoides 

1/ etude de l'effet inhibiteur de l'anticorps 
14C1 sur 1' activation des lymphocytes T a ensuite ete 
realisee en utilisant des lignees lymphocytaires 
leucemiques telles que les cellules Jurkat et CEM. 

Les cellules T du sang peripherique sont 
activees en plusieurs etapes. Les premiers evenements de 
1' activation permettent 1' expression du recepteur de l'IL-2 
et la production d'IL-2, les evenements plus tardifs 
permettent de faire sortir les cellules de leur phase de 
quiescence. 

La croissance des cellules Jurkat mime 
probablement uniquement les premieres etapes de 
1 ' activation. Ces lignees cellulaires n'expriment 
l'antigene 14C1 qu'apres activation. 

L' activation des cellules a ete induite par 
un traitement au PMA seul ou en association soit avec 
1'ionophore de calcium A12387, soit avec la PHA. La 
proliferation des cellules suite a leur activation a ete 
mesuree par incorporation de thymidine triti£e apres 3 
jours de culture en presence ou non de l'anticorps 14Cl."^Ce 
type d' experience montre que lorsque les cellules activees 
sont mises en presence de l'anticorps 14C1, elles cessent 
de proliferer, contrairement aux cellules activees mises en 
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presence d'un anticorps IgGl controle, qui continuent a 
proliferer de la meme maniere qu'en absence d' anticorps. II 
faut noter que 1' activation des cellules s'accompagne d'une 
diminution de l'ordre de 30% de leur proliferation. Ceci 
resulte d'un phenomene de mort cellulaire induit par 
activation aussi appelee AICD pour "Activation- Induced Cell 
Death". Cette AICD resulte de 1' incubation des cellules T 
en presence de differents stimuli tels que des lectines 
mitogenes comme la phytohematoglutinine (PHA) ou un 
anticorps anti-CD3 dirige contre le complexe TCR, qui 
engage les lymphocytes T a entrer en phase de mort 
cellulaire (Kabelitz et al . , 1993). 

Les experiences indiquent que 1' anticorps 
14C1 est capable de bloquer 1' activation de la 
proliferation des lymphocytes T actives quel que soit le 
mode d' activation de ces cellules. L' anticorps 14C1 n'a pas 
d'effet sur les lymphocytes T non actives, ce qui correle 
avec le fait que ces cellules n' expriment pas 1'antigene 
14C1 en absence deactivation. 

L'effet de 1' anticorps a ete etudie sur des 
cellules qui expriment 1'antigene 14C1 de maniere 
constitutive telles que les cellules Daudi, et sur des 
cellules qui 1 ' expriment a forte densite telle que la 
lignee promyelocytique HL-60 apres dif f erenciation en 
macrophages. Dans les differentes conditions d' incubation 
testees, 1' anticorps 14C1 n'a pas d'effet sur les cellules 
Daudi traitees ou non par les I FN a ou y. De meme, 
1' anticorps 14C1 n' induit aucune diminution de la 
proliferation des cellules HL-60 apres leur 
dif f erenciation. Ces resultats indiquent que 1' expression 
de 1'antigene 14C1 n'est pas suffisante pour observer 
l'effet anti-prolif eratif de l'anticorps 14C1. 

L' activation des lymphocytes T par les esters 
de phorbol induit 1' expression tres rapide de molecules 
telles que le marqueur precoce de lymphocytes T actives 
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Leu-23 (CD69) et la sous-unite a du recepteur de l'IL-2 
(CD25) (Pimentel-Muinos et al . , 1994). 

La presence de 1'anticorps 14C1 dans la 
culture inhibe dans une large mesure 1' induction de 
5 1' expression de la sous -unite a du recepteur de l'IL-2 
(CD25) . De meme, la surexpression de CD69 est egalement 
abolie par 1'anticorps 14C1. Ces resultats indiquent que 
1'anticorps 14C1 bloque des mecanismes precoces de 
1' activation des lymphocytes T. En effet, il empeche leur 
10 passage d'une phase de quiescence a une phase d' activation 
qui necessite 1' expression du recepteur IL-2, etape-cle de 
1' activation des lymphocytes T. 



Exemple 7 : L'anticorps 14C1 induit 1' apoptose des cellules 

15 Jurkat traitees par le PMA 

L' entree d'une cellule en apoptose se 
caract£rise notamment par un changement de la polarite de 
sa membrane plasmique (Martin et al . , 1995). Ce changement 
de polarite de la membrane plasmique se manifeste par une 

20 external isat ion de phosphatidylserine (PS) . Cette 
modification au niveau de la membrane cellulaire peut etre 
visualisee par cytometrie de flux en colorant les cellules 
avec de l'anexine fluorescente qui a la propriete 
d'interagir specif iquement avec la phosphatidylserine. Des 

25 cellules Jurkat traitees par le PMA ont ete testees en 
presence ou en absence de l'anticorps 14C1 pendant 48 
heures. En parallele, des cellules Jurkat traitees par le 
PMA' ont ete mises en presence d'un anticorps agoniste 
dirige contre Fas, un membre de la famille des recepteurs 

30 du TNF capable d'induire 1' apoptose des cellules par 
liaison de son ligand (Oehm et al . , 1992). Ces cellules ont 
<§te colorees par de l'anexine couplee au FITC et analysees 
par cytometrie de flux. L' incubation des cellules Jurkat 
activees en presence de l'anticorps 14C1 et des cellules 

35 Jurkat non activees en presence de l'anticorps anti-Fas 
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entrainent 1' apparition d'une population (environ 70% des 
cellules) capable de fixer 1 ' anexine alors qu'en absence de 
traitement des cellules par le PMA ou en absence de 
1'anticorps 14C1, les cellules ne fixent pas 1' anexine. 
5 Cependant, alors que 1'anticorps anti-Fas induit une 
augmentation de la granulosity des cellules Jurkat non 
activees, ce changement n'apparait en reponse a 1'anticorps 
14C1 qu'apres activation des cellules par le PMA. 
L' incubation des cellules Jurkat en presence de 1'anticorps 
14C1 sans agent d'activation n' induit pas le changement de 
la granulosity cellulaire, ce qui est en correlation avec 
le fait que les cellules non activees n'expriment pas 
l'antigene 14C1. 

L' entree des cellules en apoptose 
s'accompagne egalement d'une permeabilisation de la 
membrane cellulaire. Cette permeabilisation peut etre 
evaluee par la capacite des cellules a internaliser 
1'iodure de propidium, agent qui s'intercale entre les deux 
brins d'ADN. Lorsque des cellules Jurkat sont traitees au 
PMA en presence de 1'anticorps 14C1, on observe 
1' apparition d'une population de cellules colorees par 
1'iodure de propidium. Cependant, la permeabilisation des 
cellules Jurkat activees et mises en presence de 
1'anticorps 14C1 presente une cinetique signif icativement 
plus lente que celle provoquee par 1'anticorps ant i- Fas. En 
effet, alors que la permeabilisation des cellules induite 
par 1'anticorps anti-Fas se manifeste apres une incubation 
de 5 heures en presence de cet anticorps, la 
permeabilisation induite par 1'anticorps 14C1 necessite une 
incubation d'au moins 48 heures. L' ensemble de ces 
resultats indique que 1'anticorps 14C1 est capable de 
bloquer la proliferation des lymphocytes T actives et dans 
une phase plus tardive, d'induire leur entree en apoptose. 
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Exemple 8 : Effet de 1'anticorps 14CI sur les lymphocytes T 
du sang peripherique 

Des lymphocytes T ont ete purifies a partir 
de PBMCs de donneurs sains adultes, et ensuite stimulees 
par un traitement a la PHA ou au PMA en combinaison avec 
l'ionophore de calcium (en presence ou en absence de 
1'anticorps 14C1 pendant 24 heures) . 

La proliferation des cellules ainsi que leur 
production d'IL-2 et d'lFN-y, deux cytokines dont la 
synthese est induite en reponse a 1' activation des 
lymphocytes T, ont ete mesurees . La presence de 1'anticorps 
14C1 dans le milieu de culture induit une diminution tres 
importante de la proliferation des lymphocytes T en reponse 
aux deux traitement s. De meme, la production des deux 
cytokines induite par un traitement des cellules a la PHA 
est fortement inhibee par 1'anticorps 14C1 (90% 
d'inhibition pour l'IL-2 et 73% pour l'IFN-y). 

Exemple 9 : Effet de 1'anticorps 14C1 sur les cellules 
dendritiques 

L' activation des lymphocytes T requiert non 
seulement le signal forme par le complexe de l'antigene en 
association avec une molecule du CMH mais aussi un signal 
co-stimulateur medie par les molecules "co-st imulatrices" 
appelees B7-1 et B7-2. 

L' action de 1'anticorps 14C1 sur 1' expression 
des molecules B7-1, B7-2 et du marqueur d' activation des 
DCs, le CD83, (Zhou et al . , 1995) dans les cellules 
dendritiques a ete etudiee. 

Des cellules dendritiques ont ete generees a 
partir de cellules adherentes du sang peripherique incubees 
pendant 7 jours en presence d'IL-4 et de GM-CSF. Ces 
cellules ont ensuite ete incubees pendant 3 jours en 
presence ou en absence de 1'anticorps 14C1. Comme le 
montrent les analyses de coloration et de cytometrie de 
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flux, l'anticorps 14C1 induit une surexpression des 
molecules co-stimulatrices B7-1 et B7-2 ainsi que des 
molecules CD4 0 et induit une surexpression du marqueur 
d' activation CD83 . Cette surexpression des differentes 
5 molecules est comparable a celle observee au cours d'une 
maturation des DCs selon la voie CD4 0 ou LPS. 

L'anticorps 14C1 ne provoque pas une 
augmentation supplementaire de 1' expression des molecules 
B7-1, B7-2, CD40 ou CD83 dans les DCs apres stimulation par 
10 les voies LPS ou CD40, probablement en raison du fait que 
1' expression de ces molecules est deja maximale apres 
1 'activation des DCs. 

On peut conclure de ces resultats que 
1' interaction de l'anticorps 14C1 avec son antigene stimule 
15 la maturation des cellules dendritiques de maniere 
comparable a la maturation de ces cellules par d'autres 
voies d' activation. Cette maturation se manifeste par une 
augmentation de 1' expression des molecules co- 
stimulatrices, des molecules du comlexe majeur 
20 d' histocompatibility et du marqueur d' activation des DCs, 
le CD83. 

Les cellules dendritiques matures sont 
capables de produire la cytokine IL-12 (Macatonia et al . , 
1995) , qui agit sur les lymphocytes T et les cellules NK, 
25 en augmentant leur production en cytokines, leur 
proliferation et leur cytotoxicity . Pour verifier que 
l'anticorps 14C1 induit une maturation des DCs, leur 
production d'lL-12 en presence ou non d'anticorps 14C1 a 
ete mesuree. On observe qu'en 1 ' absence de traitement, 
l'anticorps 14C1 induit une production detectable d'IL-12. 
De plus, l'anticorps 14C1 provoque une augmentation 
significative de la production d'IL-12 par des DCs 
stimulees par les voies LPS ou CD40. Ces resultats 
indiquent que la liaison de l'anticorps 14C1 sur les DCs 
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facilite leur maturation et induirait un changement 
fonctionnel des cellules. 



Exemple 10 : Analyse de la cinetique d' expression de 
5 l'antigene 14C1 dans les lignees cellulaires Jurkat et HL- 
60 

L ! expression de l'antigene 14C1 a la surface 
des cellules T peut etre induite par differents agents 
comme les esters de phorbol , la phytohemaglutinine (PHA) , 
10 mais aussi lors d'une reaction lymphocytaire mixte en 
presence de cellules dendritiques irradiees. La cinetique 
d 1 expression de la proteine 14C1 a ete etudiee afin de 
determiner si l'apparition de cette proteine a la surface 
des lymphocytes T est un evenement precoce ou tardif lors 
15 de 1 'activation. 

Par cytometrie de flux, on mesure 
l'apparition de la proteine 14C1 a la surface des cellules 
Jurkat au cours du temps, suite a un traitement par du PMA 
(lOng/ml) et des anticorps agonistes anti-CD3 ou CD-28. 
20 Ces experiences montrent que la proteine 14C1 

est detectable apres une heure de stimulation et est 
exprimee a son taux maximal apres 4 heures de traitement. 
Ulterieurement , sa synthese decroit pour atteindre un 
niveau constant mais faible qui est maintenu jusqu'a 48 
25 heures de stimulation. L'expression de l'antigene 14C1 est 
induite avec la meme cinetique par des anticorps agonistes 
anti-CD3 et anti-CD28. 

L' ensemble de ces resultats indique que 
l'expression de l'antigene 14C1 est un evenement precoce 
30 lors de 1 'activation des lymphocytes T. 

L* analyse du profil d* expression de la 
proteine membranaire 14C1 avait montre que des cellules 
promyelomonocytiques HL-60 accumulent des quantites 
importantes de la proteine 14C1 a leur surface suite a leur 
35 differentiation par un traitement au PMA pendant 72 heures. 
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L 1 expression maximale de la proteine a lieu apres 48 heures 
d 1 incubation des cellules en presence de PMA. 

Exemple 11 : Detection de 1' expression de l'antigene 14C1 
par la technique de Western Blot. 

L ! expression de l'antigene est detectable par 
Western Blot uniquement lorsque I 1 experience est realisee 
dans des conditions non reductrices. 

Comme le montre la Fig. 1, une bande a un 
poids moleculaire de 75 kDa apparait dans les fractions du 
bas d'un gradient, obtenues a partir d'un extrait de 
cellules HL-60 (n°ATCC: CCL240) lysees avec du NP-40 (2%) 
et qui est ensuite fractionne sur gradient de saccharose, 
lesdites cellules HL-60 etant traitees au PMA pendant 48 
heures . 

Aucun signal n'est detectable dans la piste 
correspondant a 1' extrait de cellules HL-60 non traitees. 

Lorsque le Western blot est revele avec une 
IgGl controle, aucun signal specif ique n'est observe. 

L ! anticorps de 1* invent ion est 
avantageusement produit par un hybridome ayant fait l'objet 
d f un depot de micro-organisme selon le Traite de Budapest 
et ayant ete depose le 07/07/1998 aupres de la Collection 
LMBP (BCCM-LMBP Plasmid Collection, Laboratorium voor 
Moleculaire Biologie, Universiteit Gent KL, 
Ledenganckstraat , 3 5 B-9000 Gent) sous le numero d'acces 
LMBP 1666CB. 
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Modulation de Texpression de certains marqueur des cellules 

dendritiques 
par I'anticorps 14C1. 



Traitement des cellules 





Nl* 


LPS 


igGi 


Am14C1 


CD40L 


B7-1 


+ 


++ 


+ 


+ (+) 


+++ 


B7-2 


++ 


+++ 


++ 




+++ 


CD40 


+ 


+ 


+ 


+ 


+(+) 


CD83 


(+) 


+ 


(+) 


+ 


+ 



Les DC sont cultivees en presence des inducteurs suivants (LPS (10ng/ml), 
CD40L, 14C1 (20[jg/ml). Apres 72h de culture, les cellules sont lavees et 
analysees par cytometrie de flux pour leur expression des molecules de 
surface indiquees dans le tableau. 
Nl* : cellules non traitees 
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10 



RE VEND I CAT I ONS 

1. Structure antigenique membranaire, 
caracterisee en ce qu'elle est de nature glycoproteique et 
presente un poids moleculaire de 75 KD ; en ce qu'elle est 
exprimee : 

- dans des cellules APC (Antigen Presenting Cells) , en 
particulier dans les lignees lymphoblastoides Daudi et 
Namalwa et dans certaines lignees promyelocytaires , en 
particulier les cellules HL60 et K562 # 

- dans les monocytes CD14 + de sang peripherique en reponse 
a un traitement de type inf lammatoire, 

- dans des lymphocytes T (CD3+) , en reponse a des 
traitements par les agents PHA et PMA, seul ou en 
association avec un ionophore de calcium, 

15 - dans des sous-populations cellulaires exprimant le 
marqueur CD20 specif ique des lymphocytes B , et 

- dans les cellules dendritiques , et en ce que son 
activation induit 1» arret de la proliferation et 1'apoptose 
de lymphocytes T actives. 

20 2 - Agoniste de la structure antigenique 

membranaire selon la revendication 1, caracterise en ce 
qu'il induit 1' arret de la proliferation et 1 ' apoptose de 
lymphocytes T actives. 

3. Agoniste selon la revendication 1, 
5 caracterise en ce qu'il est un anticorps. 

4. Agoniste selon la revendication 3, 
caracterise en ce que 1' anticorps est produit par 
l'hybridome portant le numero d'acces LMBP 1666CB. 

5 . Hybridome produisant 1 ' anticorps 
0 monoclonal selon la revendication 4 et portant le numero 

d'acces LMBP 1666CB. 

6. Antagoniste de la structure antigenique 
membranaire selon la revendication 1, caracterise en ce 
qu'il favorise la proliferation et la survie de lymphocytes 

5 T actives. 
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7. Composition pharmaceutique comprenant un 
vehicule pharmaceutique adequat et la structure antigenique 
membranaire selon la revendication 1, 1' agoniste selon 
1'une quelconque des revendications 2 a 4 et/ou 

5 1 1 antagoniste selon la revendication 6. 

8. Utilisation de la composition 
pharmaceutique selon la revendication 7 pour la preparation 
d'un medicament destine a la prevention et/ou au traitement 
de pathologies liees a une proliferation anormale de 

10 lymphocytes T actives. 

9. Utilisation selon la revendication 8, 
caracterisee en ce que les pathologies liees a une 
proliferation anormale de lymphocytes T actives sont 
choisies parmi le groupe constitue par les myelomes a 

15 lymphocytes T, les eosinophilies a lymphocytes T, les 
maladies auto-immunes, les processus de rejets de greffe et 
les leucemies induites par certains retrovirus, en 
particulier par les virus HTLV et HIV. 

10. Dispositif de diagnostic et/ou de suivi 
20 d'une pathologie liee a une proliferation anormale de 

lymphocytes T, comprenant la structure antigenique 
membranaire selon la revendication 1, un agoniste selon 
l'une quelconque des revendications 2 a 4 et/ou un 
antagoniste selon la revendication 6, eventuellement 
25 marque (s) . 

11. Procede d ' identification de molecule 
(connue ou non connue) susceptible d'agir en tant 
qu' agoniste ou antagoniste de la structure antigenique 
membranaire selon la revendication 1, comprenant la mise en 

3 0 contact de ladite molecule avec ladite structure 
antigenique membranaire, 1 r identification du mecanisme 
biochimique induit par cette mise en contact, en 
particulier la modification d'un phenotype d'un lymphocyte 
T active comprenant cette dite structure antigenique 

35 membranaire, et 1 ' identification de ladite molecule en tant 
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qu'agoniste ou en tant qu ■ antagoniste en fonction des 
mecanismes biochimiques provoques par ladite mise en 
contact, et susceptible d'inhiber la proliferation et 
I'apoptose de lymphocytes T actives ou de favoriser la 
proliferation et la survie de lymphocytes T actives. 

12. Molecule agoniste ou antagoniste 
identifiee par le procede selon la revendication 11. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item i of first sheet) 



Thismternationalsearchreport^^ !7(2)(a) for the following reasons: 

ClaimsNos.: , . , . . . A , . 

because they relate to subject matter not required to be searcnea by this Authority, namely: 



1. ClaimsNos 



2. PH ClaimsNos.: . , , lf _ j 

— because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

See supplemental sheet INFORMATION FOLLOW-UP PCT/ISA/210 

3 ' d] be^^ey are dependent claims and are not to^ of Rule 6 4 ( aV 



Box D Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This international Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



! |— | as all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
— searchable claims. 

2. P] As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

3 PI As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4 I — I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
1—1 restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by cl amis Nos.: 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

[ [ No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Continuation of Box 1.2 

Claims Nos.: 1,3,11 (partly); no search carried out on Claims 2, 6-10. 12 

Claims 1, 3, 1 1 : a glycoprotein is not sufficiently identified by its molecular weight, and a 
vague description of its origin and its function, to enable a complete search. Consequently, 
likewise an antibody against the glycoprotein, and the use of same are not sufficiently 
described. 

Claims 2, 6-10, 12: No physico-chemical or structural definition is given for the agonists and 
antagonists or the glycoprotein of Claim 1. A large number of known compounds (at least 
implicitly) may have the required activity. 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims, concerning 
inventions in respect of which no search report has been established need not be the subject of 
a preliminary examination report (PCT Rule 66.1 (e)). The applicant is warned that the 
guideline adopted by the EPO acting in its capacity as International Preliminary Examining 
Authority is not to proceed with a preliminary examination of a subject matter unless a search 
has been carried out thereon. This position will remain unchanged, notwithstanding that the 
claims have or have not been modified, either after receiving the search report, or during any 
procedure under Chaper II. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
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A. CLA8SEMENT DE L'OBJET DE LA DEMAND E / 

CIB 7 C07K14/705 C07K16/28 



Solon la cteasiflcaHon ^matJonaie doe brevets (CIB) ou a la fote aeton ia daeafflcafion natlonaie et la CIB 



B. DOMAIN E8 8UR LE8QUEL8 LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mJnlmaJe consutSe 

CIB 7 C07K 



(systems de daaatflcatton euM das symbotoe de daseemant) 



Docurrierrtaoon coneultee autre que la documentation mHmaJe dam la mature ou cee documents r*W>v©nt dee domainee eur teequete a porta la recherche 



Base de donneee etactrortque ooneutae au coure de la recherche htemattonaJe (nom de la base de domeee, et si realisable, termee de recherche utttasa) 



C. DOCUMENTS CON&DERES COMME PERTINENTS 



Catsoorte 0 Idartmcalkmdeedocumertectaa, avec, re achaanl, nndksalkm dee paaaac^ pertlr^ 



no. daa rovenoScationevteeee 



US 5 417 972 A (BHAT, N.N. ET AL.) 
23 Dial 1995 (1995-05-23) 
♦Col. 2, llflnes 5-24 et 53-60; 
revendl cations * 



1,3,11 



□ 



Voir la autte du cadre C pour la flnde la lata dee document* 



□ 



Lee documerrts de tarn 1 lee de brevets sort Indkjuee en annexe 



• Categorise epadaJes da dccurnenta cttea: 

a A B document deflnbaant ratal general de la technique, ran 
considers comme parUculerenwTt pertinent 
doojrrrertarta^eur, marepu^aia c^de dapdtMefriaik)na) 



V document pouvant totor un docto una revendfcaflon de 
prtoittt ou ot» pour determiner la data da publication rf una 
autre cttation ou pciw ir*> releon apedaie (tele qi/hdlquSe) 

•O" document ae rere"rant a une drvufcaflon oraJe, a un usage, a 



document pubia avant la date de depot h 
pcasBrwurafnafn a ia oare as pnorao revenwquoo 



T otocumartfuMrteurpubMapraelac^ 

data da priontt at n*apparianenant paa & ratal da la 
technique pertinent, mate ctS pour oomprendre le prtnc^e 
ou la theorte conettuant la base da rtnventJon 

"X" doourtrert partkajlaramarit par^ 

aba consborse cornme nouvejlaou comma Impaquant une activta 
kiwaffiUve par rapport au ddcument conaJdera leolement 

"Y" document partkaderemerrt pertinent: rtrvan tion revendlquee 
na peut aire oonaldaree comme Impiiquant una actMta Inventive 
torequa to otocurnent eat eaao cre a un ou ptusleurs autrea 
documents da mama nature, cette oornbtnalson a tart Svtdsnte 
pour une pereonne du rnSttar 

*&* document qui faJt partte da la mama famlle da brevets 



Date a nquatle la recherche iflarrttDonaw a are enscnvemsre acnevee 

10 fevrler 2000 



pare a expeoroon au presenx rappon ae reonercna anafnaronBie 
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Demande Internationale n' 

PCT/BE 99/00149 



Cadre I Observations - lorsqu il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas taire lobjet d une recherche 
(suite du point 1 de la premiere feuille) „ 



Conformement a l article I7.2)a), certaines revendications n'ont pas lait fobjet d une recherche pour les motifs suivants. 



□ 



Les revendications n° 5 . • ■ 

se rapportent a un objet a regard duquel I'adm.mstration nest pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2 ^ srra^rtenUde^parties de la demande intern ationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions preserves pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particular: 

voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3 I 1 Les revendications n"* 

1 1 sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 

troisieme phrases de la regie 6.4.a). 

Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence dunite de Invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administratton chargee de la recherche intemationale a trouve ptusieurs inventions dans ia demande •nternationale, a savoir: 



1 . I 1 Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par ie deposant, le present rapport de recherche 

I 1 intemationale porte sur toutes les revendications pouvant faire l objet d'une recherche. 



2. 



[_] Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui sy pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justiBant une taxe additionnelle, i administration n a sotlicite le paement d'aucune taxe de cette nature. 



3. PI Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par 'e deposant le present 
I 1 rapport de recherche intemationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savo.r 



les revendications n 38 



I - ! Aucune taxe addit.onnelle demandee n a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence 'e P^sent rapport 

I 1 de recherche international ne porte que sur ( invention mentionnee en premier lieu dans les revendications, elle est 

couverte par les revendications n 38 



Remarque quant a la reserve Q Les taxes additionnelles etaient accompagnees d une reserve de la part du deposan 

|~| L e paiement des taxes additionnelles n etait assorti d aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/21 0 (suite de la premiere feuille (1 »> (Juillet 1 998) 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 

Revendications nos.: 1,3,11: recherche en partie; pas de recherche pour 
2, 6-10,12 



Revendications 1,3,11: une glycoproteine n'est pas suffisaimient identifie 
par son poids moieculaire, et une vague description de son engine et de 
11 faction, afin de permettre une recherche complete. Par consequent 
aussi un anticorps contre la glycoproteine, et 1 'utilisation de ladite ne 
sont pas suf f i satmient decrits. 

Revendications 2,6-10,12: Aucune definition physicochimique ou 
structurelle n'est donnee pour les agomstes et antagonistes de la 
glycoproteine de la revendication 1. Une multitude de composees connus 
peut (au moins implicitement) avoir l'activite requise. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuyent /aire 
ob iSatoirement l'objet d'un rapport pre liniina ire d exarnen (Regie 66 1(e) 
PCT) Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par 1 0EB 
agissant en qualite d 1 administration chargee del 'exarnen preliminaire 
international est, normalement, de ne pas proceder a un exarnen 
nriliminaire sur un sujet n'ayant pas fait 1 'objet d'une recherche. Cette 
J3 lude Stera TncZ%, independanwnt du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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